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Heiko Böning 
 
Vom harmlosen Bakterium Escherichia coli gibt es pathogene Varianten, die eine Vielzahl von  
Erkrankungen, wie Harnwegsinfektionen, Wundinfekte und Darminfektionen, verursachen. Die genetische 
Ausstattung der infizierenden E. coli-Stämme mit Virulenzgenen bedingt deren Pathogenität. 
In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 150 E. coli-Stämme aus zwei internationalen  
Referenzsammlungen (E. coli Reference Collection, ECOR und die Diarrheagenic E. coli Collection, DEC) 
auf das Vorkommen von potentiellen Pathogenitätsdeterminanten untersucht. Die Sammlung ECOR  
umfasst 72 E. coli-Stämme, die aus der Umwelt isoliert wurden und als nicht enteropathogen gelten. Die 
ECOR-Isolate repräsentieren das gesamte phylogenetische Spektrum der Spezies E. coli. Die  
DEC-Sammlung hingegen enthält ausschließlich darmpathogene E. coli (n=78) mit einem eingeschränkten 
phylogenetischen Umfang. 
Alle Stämme wurden zunächst hinsichtlich der Sekretion von Hämolysinen (α-Hämolysin,  
EHEC-Hämolysin) und der diese Toxine kodierenden Gene (α-hly und EHEC-hlyA) untersucht.  
Anschließend wurde die Verbreitung von Shiga Toxin-kodierenden Genen (stx), Intimin-kodierenden  
Genen (eae) und Ureasegenen (ureC) überprüft. Das α-hly-Gen wurde in 10 der 72  
ECOR-Referenzstämme und in 9 der 78 DEC-Stämme nachgewiesen. Das EHEC-hlyA-Gen konnte in 
keinem der ECOR-Stämme aber in 11 der 78 DEC-Stämme detektiert werden. Es konnte gezeigt werden, 
dass alle Stämme, die einen enterohämolytischen bzw. einen α-hämolytischen Phänotyp ausprägen auch 
das entsprechende Strukturgen besitzen. Das stx-Gen wurde in einem ECOR-Stamm (ECOR-33, 
O7:H21), der aus einer Kotprobe von einem gesunden Schaf stammt und in 17 DEC-Isolaten identifiziert. 
Das eae-Gen, ein weiterer Virulenzmarker darmpathogener E. coli, wurde in 3 ECOR-Stämmen und in 55 
DEC-Stämmen gefunden. Während das Markergen ureC in keinem der ECOR-Stämme auftauchte, war es 
in 17 DEC-Stämmen präsent. 
Die Ergebnisse zeigen, dass potentielle Virulenzgene darmpathogener E. coli, wie eae und stx, in den 
bisher als apathogen angesehenen ECOR-Stämmen vorkommen. Die als positiv befundenen  
ECOR-Stämme stellen somit ein generelles Risikopotential dar.  
Des Weiteren zeigt die Studie das Vorkommen von Virulenzgenen in phylogenetisch weit voneinander 
entfernten E. coli-Stämmen. Virulenzgene wurden offensichtlich durch einen horizontalen Transfer auf 
apathogene Stämme übertragen. Ausgehend von diesen überraschenden Befunden sollten weitere, 
generell als apathogen angesehene Stammsammlungen hinsichtlich ihrer Pathogenität überprüft werden. 
Tag der mündlichen Prüfung: 26.02.2008 
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Escherichia coli (E. coli) sind fakultativ anaerobe Stäbchenbakterien der 
menschlichen Darmflora (47). Neben diesen apathogenen E. coli existieren  
einige Stämme, die die Fähigkeit entwickelt haben, unterschiedlichste 
Krankheitsbilder auszulösen: uropathogene E. coli, Sepsis-assoziierte E. coli 
als Auslöser von Neugeborenenmeningitiden und verschiedene darmpathogene  
E. coli. Die darmpathogenen E. coli zählen zu den Hauptverursachern der  
hohen Morbidität und der Mortalität bei Durchfallerkrankungen. 
Die obligat pathogenen E. coli lassen sich in fünf gut charakterisierte Gruppen 
einteilen. 
 
  Abbildung 1: Darmpathogene E. coli mit Angriffsorten, Wirkgruppen, klinischem Bild und primär  
                       betroffener Altersgruppe  
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Diese Gruppen sind enteropathogene E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli 
(EAEC oder EaggEc), enterotoxische E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli  
(EIEC) und enterohämorrhagische E. coli (EHEC) sowie eine weitere Gruppe 
der diffus-adhärenten E. coli (DAEC) (47) (siehe Abb.1). 
 
Die EHEC-Bakterien wurden erstmals 1982 als neuer Pathotyp der  
Colibakterien identifiziert (67). Wenig später wurden sie mit dem  
enteropathischen hämolytisch-urämischen Syndrom (HUS) assoziiert (34).  
EHEC besitzen die Fähigkeit zur Bildung von Shiga Toxinen (51). Der weltweit 
am häufigsten nachgewiesene Serotyp der EHEC-Bakterien ist E. coli O157:H7 
(73). Infektionen mit EHEC kommen weltweit vor, werden jedoch vor allem in 
Ländern mit einer hoch entwickelten Landwirtschaft, wie z.B. in den USA (59), 
dem Vereinigten Königreich, Neuseeland (2), Deutschland (1), Österreich (82), 
Italien (80), Schweden (36) und Japan (2) beobachtet. Der Ausbruch 1996 in  
Osaka, Japan, ist mit mehr als 12.000 Erkrankten der Größte bisher 
beschriebene (19). Die Zahl der Neuerkrankungen ist seit Einführung der 
bundesweiten Meldepflicht 1998 für EHEC in Deutschland mit ca. 1000 pro Jahr 
recht stabil (63) Demographisch betrachtet sind besonders Kinder unter fünf 
Jahren sowie Erwachsene im höheren Lebensalter von EHEC-Infektionen 
betroffen (61). In Deutschland wurden 2004 die Serogruppen O157, O26 und 
O103 am häufigsten nachgewiesen (82, 63). Saisonal treten die  
EHEC–Infektionen mit einer vermehrten Häufigkeit in den Sommer- und 
Herbstmonaten auf (63). 
 
Als Hauptreservoir der STEC gelten Wiederkäuer, wie Rinder, Schafe und  
Ziegen, andere landwirtschaftliche Nutztiere, wie Pferde und Schweine, Heim-
tiere, wie Hunde und Katzen sowie Wildtiere, wie Rehe und Vögel (31, 94, 60). Die 
Infektion erfolgt in der Regel durch orale Aufnahme der Keime.  
Die Infektionsdosis der EHEC-Bakterien für den Menschen ist sehr niedrig und 
beträgt etwa 50-100 Keime (62). Es werden drei Übertragungswege als  
gesichert angenommen, wobei man zwischen sporadischen, d.h. ohne  
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erkennbaren epidemiologischen Zusammenhang zu anderen Erkrankungen  
(> 90%) und den Ausbruch assoziierten Infektionen unterscheiden muss.  
Die Übertragung durch kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser (1), welche 
bei einer Vielzahl von Ausbrüchen beschrieben wurde, stellt den  
Hauptinfektionsweg bei sporadischen Infektionen, besonders für Personen ab 
dem zehnten Lebensjahr, dar (60). Einen weiteren Verbreitungsweg stellt die 
Kontaktinfektion dar (60). Man unterscheidet zwischen der Übertragung von 
Mensch zu Mensch (2) sowie der Übertragung durch direkte Tierkontakte (3). 
Übertragungen von Mensch zu Mensch werden z.B. in Gemeinschafts-
einrichtungen, wie Kindergärten und Altenheimen, beobachtet. Übertragungen 
durch Tierkontakte traten sowohl berufsbedingt als auch in Streichelzoos auf 
(60). Besonders bei Kindern unter drei Jahren, dem  
Altersbereich mit der höchsten HUS-Inzidenz, ist der direkte Kontakt zu  
Wiederkäuern von besonderer Bedeutung (61).  
Das klinische Erscheinungsbild von EHEC-Infektionen reicht von  
asymptomatischen Verläufen über wässrige, blutige Durchfälle bis hin zum HUS 
mit Todesfolge. Nach einer Inkubationszeit von 1-3 Tagen, unter Umständen bis 
zu 8 Tagen, treten bei ca. 90% der Patienten Durchfälle auf, welche bei etwa 
der Hälfte der Patienten bis hin zu blutigen Diarrhöen führen (21). Häufig treten 
Begleitsymptome, wie kolikartige Bauchschmerzen, kurzzeitiges Fieber,  
Übelkeit und Erbrechen auf. Auch wenn die meisten Infektionen nach 6-8  
Tagen folgenlos abklingen, kann es zu schwerwiegenden Komplikationen  
kommen. Ein Beispiel ist die hämorrhagische Colitis, aus der sich in 5-10 
Prozent der Fälle ein lebensbedrohliches hämolytisch-urämisches  
Syndrom (HUS) entwickeln kann (32). Dieses ist mit einer Mortalität von 2-5%  
belegt (21). Das hämolytisch-urämische Syndrom, welches als Trias aus  
mikroangiopathischer hämolytischer Anämie, Thrombozytopenie und  
Niereninsuffizienz definiert ist (47, 20), stellt die häufigste Ursache des akuten 
Nierenversagens im Kindesalter dar (9). Neben einem üblichen Krankheits-
verlauf mit beginnendem kurzem enteralen Intervall und folgenden Symptomen, 
wie Blässe, Ikterus, Petechien und schließlich akutem Nierenversagen, sind 
auch Krankheitsverläufe mit zentralnervösen Symptomen bekannt. Beschrieben 
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werden Ataxien, Krämpfe, Koma, Lethargie und Paresen assoziiert mit 
Hirnödem oder cerebralen Ischämien. Auch eine Pankreatitis, ein ARDS oder 
ein toxischer Myokardschaden ist möglich (8, 9).  
Differentialdiagnostisch zeigt sich hier die symptomatische Verwandtschaft zur 
thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP), welche viele Symptome 
mit dem HUS gemein hat. Sie tritt häufiger bei Erwachsenen auf (53, 83), ist 
durch eine andere Pathogenese gekennzeichnet und tritt charakteristisch durch 
Fieber und neurologische Symptome in Erscheinung (58, 60). Trotz der Vielzahl 
und Schwere der Symptome und Komplikationen, die bei einem HUS möglich 
sind, erholt sich etwa die Hälfte der Patienten rasch nach der akuten Episode. 
Bei einigen kommt es dennoch zur Defektheilung, so dass sie Folgeschäden, 
wie eine chronische Niereninsuffizienz (21, 31), einen Diabetes mellitus,  
neurologische Defizite, Kolonstrikturen, Gallensteine, sekundäre arterielle 
Hypertonie oder Urinauffälligkeiten von unspezifischer Signifikanz davontragen 
(9). Ansteckungsfähigkeit besteht solange EHEC-Bakterien im Stuhl 
nachgewiesen werden. Die Dauer der Keimausscheidung beträgt in der Regel 
5-10 Tage. Nach der Erkrankung ist auch eine monatelange Ausscheidung 
ohne klinische Symptome möglich. Neben dem Lebensalter des Patienten ist 
die Ausstattung des infizierenden EHEC-Stammes mit spezifischen Virulenz-
faktoren ein weiterer Risikofaktor für die Entstehung extraintestinaler 
Manifestationen. 
 
Bisher gibt es noch keine spezifische Therapie der durch EHEC verursachten 
Krankheitsbilder. Auch sind bisher keine Impfstoffe verfügbar. Die  
Antibiotikagabe wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Während einige  
Autoren einen nicht negativen Effekt bei der Antibiotikabehandlung des HUS 
beschreiben (65, 28), wird die Antibiotikagabe während der Durchfallerkrankung 
in Deutschland abgelehnt, da das Risiko einen HUS zu entwickeln nachweislich 
zunimmt. Auch ist eine antibakterielle Chemotherapie bei gastroenteritischem 
Verlauf der EHEC-Infektion im Allgemeinen nicht angezeigt, da sie die  
Bakterienausscheidung verlängert und somit zur vermehrten Toxinfreisetzung  
beitragen kann (62). Des Weiteren sind motilitätshemmende Medikamente in 
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Deutschland bei der Therapie obsolet, da diese die Bakterienkolonisation  
verlängern und das Risiko ein HUS zu entwickeln, erhöhen (15, 31, 62, 74, 91). Als 
wichtigste Maßnahmen werden eine frühe stationäre Aufnahme, eine  
balancierte Flüssigkeitssubstitution zur Erhaltung der Organperfusion der Niere 
sowie Erythrozytenersatz, eine forcierte Diurese, Plasmapherese und bei 
globaler Niereninsuffizienz eine Hämo- bzw. Peritonealplasmapherese 
empfohlen (74, 75). 
Aus den begrenzten Therapieoptionen bei Erkrankungen durch EHEC wird 
schnell ersichtlich, wie groß der Bedarf an weiteren Behandlungsmöglichkeiten, 
wie z.B. die Entwicklung eines Impfstoffes, ist. Auch wenn die WHO diese Ziele 
bereits verfolgt, wird mit einem Impfstoff in absehbarer Zeit nicht zu rechnen 
sein (87, 88, 89). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit der Prävention, wie 
Hygienemaßnahmen, Verordnungen zum Ausbruchsmanagement sowie der 
Umgang mit potentiellen Infektionsquellen (62, 60). 
 
EHEC besitzen zahlreiche unterschiedliche Virulenzfaktoren, die für die  
Pathogenität der EHEC verantwortlich sind. Diesen Virulenzfaktoren ist gemein, 
dass sie sich auf mobilen genetischen Elementen befinden. Aus der Vielzahl 
der Virulenzgene der EHEC spielen vor allem Toxine, Adhäsionsfaktoren und 
Faktoren, die auf einem Virulenzplasmid lokalisiert sind, eine entscheidende 
Rolle. Virulente EHEC-Stämme mit drei Virulenzfaktoren, wie z.B. Toxinbildung, 
Intimin und EHEC-Hämolysin, liegen bei 94% der HUS-Erkrankten und bei 73% 
der Patienten mit einer EHEC-Enteritis vor (62).  
 
Die Fähigkeit zur Produktion von Shiga Toxinen ist gemeinsames Merkmal aller 
EHEC-Bakterien. Aufgrund ihrer zytotoxischen Wirkung auf Verozellen werden 
diese auch als Verotoxine bezeichnet (34, 9). Shiga Toxine sind extrem potente 
Zellgifte und ermöglichen das Auslösen von mikroangiopathischen,  
thrombotischen Endothelläsionen wie sie bei Erkrankungen durch EHEC  
typisch sind (41). Diese Fähigkeit stellt den Hauptpathogenitätsfaktor der EHEC 
dar (17, 27, 51, 93). Sequenzanalysen haben gezeigt, dass es sich hierbei um eine 
Gruppe von Zytotoxinen handelt, welche sich in die zwei Hauptgruppen der 
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Shiga Toxine1 (Stx1) und Shiga Toxine2 (Stx2) unterteilen lässt. Innerhalb  
dieser Gruppen können verschiedene Subtypen mit unterschiedlicher  
Assoziation zum Schweregrad des Krankheitsbildes nachgewiesen werden. 
Neben dem klassischen Stx1 existieren zwei weitere Toxinvarianten: Stx1c (18) 
und Stx1d (92). Die Stx2-Gruppe ist mit fünf Varianten heterogener: Stx2c (71), 
Stx2d (55), Stx2e (84), Stx2f (70) und Stx2g (38). 
Beide Toxingruppen bestehen aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit, 
der rRNA-N-Glycosidase und fünf B-Untereinheiten. Die A-Untereinheit hat die 
Funktion als Träger der enzymatischen Aktivität. Die pentamere B-Untereinheit 
ist vor allem für die Bindung des Toxins an die Zielzelle verantwortlich (37). Das 
Toxin bindet an einen membranständigen Glykosphingolipid-Rezeptor, den 
Globotriaosylceramidrezeptor (Gb3), der sowohl in Niere, Darm als auch im 
Gehirn exprimiert wird. Anschließend kommt es zur Endocytose und zum  
Eindringen in den Blutkreislauf (56). Zur Apoptose der Zielzelle kann es durch 
Spaltung von Adenosinresten in der rRNA (50) und damit verbundener  
Inhibierung der Proteinsynthese kommen. 
Weitere Auswirkungen auf den Wirtsorganismus kommen durch eine  
Steigerung der Expression vieler Zytokine, Chemokine, Zelladhäsionsmoleküle 
und Transkriptionsfaktoren zustande (5, 77, 45). 
Die Auswirkungen auf die Genregulation bzw. Genexpression der geschädigten 
Zellen sind erheblich größer als die des Stx1. Dies bestätigt sich durch die  
epidemiologischen Erkenntnisse über die hohe Inzidenz der schweren 
Krankheitsverläufe durch produzierende EHEC. Die phänotypisch 
enterohämolytische EHEC-Variante wird durch das Zytotoxin EHEC-Hämolysin 
geschaffen (90). 
Insgesamt hat sowohl die Hemmung der Proteinsynthese durch Stx als auch 
die vermehrte Entstehung entzündungsfördernder Mediatoren einen  
entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der Krankheitssymptome,  
besonders des HUS bei Infektionen durch enterohämorrhagische E. coli. 
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Das als Intimin bezeichnete Adhäsin gilt neben der Stx-Produktion in der  
Gruppe der EHEC als Hauptvirulenzfaktor (6). Es ist verantwortlich für die  
Adhäsion der Bakterienzellen an der intestinalen Schleimhaut („attachment“) 
und die Zerstörung der Bürstensaumstruktur der Darmepithelien („effacement“). 
Der Pathomechanismus, der so genannten A/E-Läsion ist histologisch durch 
einen Verlust der Mikrovilli, der Mucosazellen sowie anschließender  
Aggregation von polarisiertem Aktin und weiteren Zytoskelettstrukturen  
gekennzeichnet (81). Die A/E-Läsion trägt somit wesentlich zu der Pathogenität 
der EHEC bei. Stx-produzierende eae-positive E. coli sind besonders eng mit 
schweren Verläufen von HC (hämorrhagischer Colitis) und HUS assoziiert (14).  
Intimin wird durch das eae-Gen kodiert. Dieses Gen liegt auf einer 43kb  
(Kilobasen) großen, als LEE (Locus of Enterocyte Effacement) bezeichneten 
Pathogenitätsinsel im EHEC-Chromosom (54, 74, 30). Diese, in LEE lokalisierten 
Gene, sind gemeinsam für die effektive Anheftung von EHEC an  
Darmepithelzellen notwendig. Das durch eae kodierte Protein Intimin ist dabei, 
zusammen mit dem durch ein Typ III Sekretionssystem in die Wirtszelle aktiv 
eingeschleusten Rezeptor Tir (translocated intimin receptor), für eine feste  
Erregeradhärenz verantwortlich (42). Als weitere potentielle Adhäsionsfaktoren 
wurden Efa1 (EHEC factor for adherence) (48, 29), ToxB (toxin B) (76), Lpf (long 
polar fimbria) (79) und Sfp (sorbitol-fermenting EHEC O157 fimbriae,  
plasmid-encoded) beschrieben. Sfp stellt einen Fimbrienfaktor dar, welcher auf 
dem Plasmid von Sorbitol-fermentierenden EHEC-Bakterien kodiert (11). 
Das Enzym Urease ist ein Katalysator für die Hydrolyse von Harnstoff zu  
Ammoniak und Carbaminsäure. Carbaminsäure zerfällt spontan zu einem  
weiteren Molekül Ammoniak und Kohlendioxid. In wässriger Lösung kommt es 
zum Gleichgewicht von Kohlendioxid und Ammoniak, welche in protonierter und 
deprotonierter Form vorliegen. Jedoch kommt es durch den Nettoeffekt der  
Reaktionen zu einem Anstieg des pH-Wertes der zellulären Umgebung. Und 
somit kommt es zu einer Abpufferung des sauren perizellulären Milieus (44).  
Urease wird von einigen Pflanzen sowie von einigen Algen, Pilzen und  
Bakterien gebildet. Das Enzym dient zum einen zur Erschließung von  
Stickstoffquellen aus Harnstoff, zum anderen nutzen die Organismen die  
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Ureasebildung in mehrfacher Weise als Virulenzfaktor. Bei gastroduodenalen 
Infektionen beispielsweise bietet die Enzymwirkung, wie oben beschrieben,  
einen Schutz gegenüber der Säureexposition in der Umgebung des Bakteriums. 
Des Weiteren werden direkte schleimhauttoxische Effekte der Harnstoffspaltung 
durch Entstehung von Ammoniumhydroxid diskutiert. Auch die Auslösung einer 
Immunantwort, durch die bei Helicobacter pylori membranassoziierte Urease 
als Antigen, schädigt das Magenepithel und trägt somit zur Pathogenese von 
Magendarminfektionen bei (44). Ferner ist die Urease beteiligt an der Genesis 
von Harnwegsinfektionen, insbesondere bei langzeitkatheterisierten Patienten 
durch uropathogene Keime wie Proteus mirabilis sowie der Entstehung von 
Cystitis, Urolithiasis und Pyelonephritis. Sogar die Ammoniak-Enzephalopathie 
ist auf die Mithilfe bakterieller Ureasen angewiesen (44). 
Der Hauptvertreter der EHEC, der Serotyp O157:H7, besitzt zu 99% ein 93,6kb 
bis 104kb großes Virulenzplasmid (51). In etwa 77% aller O26:H11  
Serovare und 81% der non O157:H7 Stämme ist dieses Plasmid zu finden (47). 
Dieses Virulenzplasmid ist als eine weitere definierende Eigenschaft der EHEC 
anzusehen. Auf diesem Plasmid sind Gene putativer Virulenzfaktoren 
 (EHEC-Hämolysin, Toxin B, Serinproteasen) lokalisiert. 
Das EHEC-Hämolysin gehört zur RTX-Toxinfamilie, die von uropathogenen 
Keimen, wie Pasteurella haemolytica, produziert wird. Das E-hly Gen ist zu 60% 
identisch mit dem für α-Hämolysin kodierenden α-hly dieser uropathogenen  
E.coli (25, 47). 
Verglichen mit dem Kenntnisstand zur Funktion des Stx und des Intimin ist die 
Rolle des EHEC-Hämolysins bezüglich der Virulenz noch relativ unerforscht. Es 
ist lediglich beschrieben, dass aus der Lyse der Erythrozyten eine erhöhte  
Konzentration an Häm und Hämoglobin resultiert, welche das Wachstum der 
enterohämorrhagischen E. coli verbessert. Des Weiteren beeinflussen diese 
Zytolysine sowohl Lympho- und Granulozyten als auch Tubulusepithelzellen der 
Niere (4, 12). 
Für das α-Hämolysin der uropathogenen E. coli wurde eine erhöhte Interleukin 
β-Produktion im Zielorganismus nachgewiesen (72). Für EHEC-Hämolysin wird 
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eine ähnliche Wirkung angenommen (68). Da Interleukin β durch eine  
vermehrte Gp3-Expression die Toxizität von Stx (35) steigert, deutet dies auf 
eine synergetische Funktion von Stx und EHEC-Hämolysin in Bezug auf die  
Zerstörung wichtiger Zellfunktionen hin (72). Besonders der Nachweis, dass das 
EHEC-Hämolysin eng mit Stx-positiven HUS Patienten assoziiert ist,  
untermauert diese Vermutung zusätzlich (66). 
Bei der ECOR-Stammauswahl (siehe Tabelle 1) handelt es sich um 72  
Wildtypstämme von Menschen und 16 verschiedenen Säugetierspezies (43) aus 
unterschiedlichen geographischen Regionen (52). Diese Auswahl soll die  
gesamte genetische Variabilität der Spezies E. coli darstellen (52). Die  
ECOR-Kollektion wird in vier Hauptgruppen A, B1, B2 und D unterteilt (24, 52). 
Bei Untersuchungen bezüglich der Pathomechanismen wurden bereits  
Autotransporter, besonders in der Gruppe A und B1, die als Serinproteasen 
agieren, nachgewiesen (57). Das Antigen 43, welches als das am besten  
charakterisierte Oberflächenprotein gilt und mit der Zellaggregation assoziiert 
wird, repräsentiert hierbei mit 61% die am häufigsten nachgewiesene 
Autotransportersequenz in der ECOR-Auswahl (57). Aufgrund molekularer  
Typisierung mittels Multi-Locus Enzym Elektrophorese lässt sich die  
ECOR-Sammlung hinsichtlich ihrer möglichen Ausprägung in 63 verschiedene 
Genotypen unterteilen (39). 
Die DEC-Kollektion (siehe Tabelle 2) besteht aus 78 Isolaten darmpathogener 
E. coli. Diese Stämme wurden in Afrika, Amerika, Asien, Australien und Europa 
zwischen 1934 und 1991 von Patienten mit hämorrhagischer Colitis und HUS, 
von Kindern mit infantiler Diarrhöe und von Haus- und Nutztieren mit  
Colibacillosen isoliert (86). Durch die stetige Entstehung neuer virulenter 
Erregertypen kommt es zur Ausweitung des Typenspektrums. Dieses ist in der 
Mobilität vieler Virulenzeigenschaften durch horizontalen Gentransfer begründet 
(10,11,86). Die genetische Flexibilität in der Ausbildung pathogener Eigenschaften 
beruht zum einen auf Genen, kodiert auf verschiedenen Virulenzplasmiden und 
zum anderen auf chromosomalen Abschnitten mit zahlreichen Genen, sog. 
Pathogenitätsinseln. Einzelne Eigenschaften können auf Phagen oder  
Transposons kodiert sein (62). 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Bisher ist über die Verbreitung von potentiellen Virulenzfaktoren in den als DEC 
(diarrheagenic E. coli) und ECOR (Escherichia coli Reference Collection) 
(http://www.shigatox.net/stec/index.html) bezeichneten Stammsammlungen 
noch wenig bekannt. Kürzlich wurden in der als nicht enteropathogen geltenden 
ECOR-Sammlung potenzielle Virulenzfaktoren von EHEC nachgewiesen.  
Hierbei handelt es sich um Fimbrien (78), Serinproteasen (57) und ein  
Autoagglutinin, das so genannte Antigen 43 (57). Um zu prüfen, ob in den  
ECOR-Stämmen noch weitere Virulenzdeterminanten vorkommen, sollte in der 
vorliegenden Arbeit eine umfassende Charakterisierung dieser Stämme  
bezüglich ihres Hämolysinbildungsvermögens vorgenommen werden. Darüber 
hinaus sollte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden eine Überprüfung auf 
potentielle Virulenzgene (stx, eae, ureC, α-hly, E-hly) durchgeführt werden.  




3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 




Hera safe HS18 und HSP 18 
 
Heraeus, Hamburg 
Arbeitshaube: CleneCab Herolab, Wiesloch 




Brutschrank: Function Line Heraeus, Hamburg 
Heizblöcke: 
Blockthermostat BT 100 
Heizblock Grant QBT 
 
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden 
Grant Instruments, Shepreth (GB) 






Magnetrührer: MR 100 Heidolph, Schwabach 
Flachgelelektrophoreseeinheiten: 
Comphor Midi und Comphor L Midi 
 
Biozym, Hessisch Oldendorf 
Gießstand: PhorCaster Midi Biozym, Hessisch Oldendorf 
Vortexer: 




Bendorf&Hobein AG, Zürich (CH) 
Zentrifugen: 
Eppendorf Centrifuge 5810 
Eppendorf Centrifuge 5415D 
Mini Spin 





Merck eurolab, Leuven (NL) 
Thermocycler: 





Bio-Rad-Laboratories, Segrate (I) 




3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien 
Natriumchlorid 0,9% Delta Pharm, Pfullingen 
Safe Lock Tubes (1,5ml) Eppendorf, Hamburg 
Einmalimpfösen: 1µl und 10µl loops Nunc, Roskilde (DK) 
Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen 
dNTPs (10mM) 1000µl Eppendorf, Hamburg 
BMA SeaKem LE-Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf 
Trisborat-EDTA-Puffer (TBE) 10x Roth, Karlsruhe 
Aqua bidestillata Eigenherstellung 
96er-Mikrotiterplatten AlphaPlast 





Invitrogen life technologies, Karlsruhe 
Invitrogen life technologies, Karlsruhe 
Ethidiumbromid 10mg/ml BioRad, Herkules (CA, USA) 
Pipettenspitzen, verschiedene 
Größen (teils gestopft) 
Sarstedt, Nümbrecht 
PCR Tubes 0,2ml Thermo-Fast 48 ABgene House, Surrey (UK) 
Adhesive PCRFilm (sealing sheet) ABgene House, Surrey (UK) 
Tris Ultra Qualität Roth, Karlsruhe 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Salzsäure HCl 32% Merck, Darmstadt 
AmpliTaq DNA Polymerase (5U/µl) 
1000Units 
Applied Biosystems, Weiterstadt 
10x PCR Puffer (100mM HCl, pH 
8,3/25°C, 500mM KCl, autoklaviert) 
Applied Biosystems, Weiterstadt 
Magnesiumchlorid Pufferlösung 
(25mM) 










Ethidiumbromidbad 1l Aqua bidestillata, 50µl Ethidiumbromid (10mg/ml) 
TBE-Puffer 0,5x 950ml Aqua bidestillata, 50ml 10x TBE-Puffer 
TE-Puffer 121,44mg Tris, 3,72mg EDTA, 100ml HPLC Wasser, 32% 
HCl auf pH 7,5 (ca 80µl) 
Probenpuffer 
(Gelelektrophorese) 
125mg Bromphenolblau, 17ml Glycerin, 33ml Aqua 
bidestillata 
 
3.1.4 Software        
PCR-Dokumentation:  
Quantity One BioRad, Herkules (CA, USA) 
1-D-Analysis Software  
Sequenzanalyse:  
BLAST algorithm    http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
REBsites (REBASE tool)   http://tools.neb.com/REBsites  
RidomTraceEdit-1.0            http://www.ridom.de 







3.1.5 Synthetische Oligonukleotide und verwendete Primer 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Genosys, 
Steinheim, bezogen und in TE-Puffer gelöst (Konzentration: 30µmol/l).  
Bezüglich der Auswahl der Primer wird auf die angegebenen Referenzen und 













Institut für Mikrobiologie, Münster 
Pepton 15,5g, Protease Pepton 3g, d-Sorbitol 10g, 
Gallensalz 1,5g, NaCl 5g, Neutralrot 0,03g, 
Kristallviolett 0,001g, Agar 15g, Aqua destillata 1l, pH 
= 7,2 ± 0,2 
Columbia-Blutagar heipha Dr. Müller GmbH, Eppelheim 
Enterohämolysin-Agar 
(ENTO) 
Institut für Mikrobiologie, Münster 
Pepton 20g, NaCl 5g, KCl 1,1g, SIFIN gewaschene 
Schafserythrozyten 2,5g, Agar 11g, vollentsalzenes 
Wasser 1l, pH = 7,0 ± 0,2 
 
3.1.7 Bakterienstämme 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 150 E. coli-Stämme analysiert. 
Hierbei handelt es sich zum einen um 72 ECOR-Stämme sowie um 78  
DEC-Stämme. Alle Isolate wurden freundlicherweise von Herrn  
Prof. Dr. Thomas Whittam (Michigan State University, USA) zur  
Verfügung gestellt. Die bisher bekannten Eigenschaften der Stämme und ihre  
Herkunft sind in Tabelle 1 (ECOR) und Tabelle 2 (DEC) dargestellt. Die  
DEC-Kollektion besteht aus 78 Isolaten darmpathogener E. coli. Diese Stämme 
wurden in Afrika, Amerika, Asien, Australien und Europa zwischen 1934 und 
1991 von Patienten mit hämorrhagischer Colitis und HUS, von Kindern mit  
infantiler Diarrhöe und von Haus- und Nutztieren mit Colibacillosen isoliert (86). 
Der E. coli-Stamm ECOR 52 O25:H1 diente als Positivkontrolle für den  
Genlocus E-hlyA. Für alle übrigen untersuchten Gene diente der E. coli-Stamm 
EDL933 als Positivkontrolle, der 1982 in den USA aus Hackfleisch isoliert  
wurde (49, 54). Als Negativkontrolle für alle Genloci wurde der Laborstamm  
E. coli C600 eingesetzt. 
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    Tabelle 1:  Charakteristika der ECOR-Stämme 
 
Isolate Gruppe O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
ECOR-01 A ON HN Mensch (w) USA  gesund 
ECOR-02 A ON H32 Mensch (m) USA (1979) gesund 
ECOR-03 A O1 NM Hund USA  gesund 
ECOR-04 A ON HN Mensch (w) USA  gesund 
ECOR-05 A O79 NM Mensch (w) USA  gesund 
ECOR-06 A ON NM Mensch (m) USA  gesund 
ECOR-07 A O85 HN Orang-Utan USA gesund 
ECOR-08 A O86 NM Mensch (w) USA gesund 
ECOR-09 A ON NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-10 A O6 H10 Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-11 A O6 H10 Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (c) 
ECOR-12 A O7 H32 Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-13 A ON HN Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-14 A OM HN Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (p) 
ECOR-15 A O25 NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-16 A ON H10 Leopard USA gesund 
ECOR-17 A O106 NM Schwein Indonesien gesund 
ECOR-18 A O5 NM Affe USA gesund 
ECOR-19 A O5 HN Affe USA gesund 
ECOR-20 A O89 HN Ochse Bali gesund 
ECOR-21 A O121 HN Ochse Bali gesund 
ECOR-22 A ON HN Ochse Bali gesund 
ECOR-23 A O86 H43 Elefant USA gesund 
ECOR-24 A O15 NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-25 A ON HN Hund USA gesund 
ECOR-26 B1 O104 H21 Mensch (K) USA gesund 
ECOR-27 B1 O104 NM Giraffe USA gesund 
ECOR-28 B1 O104 NM Mensch (w) USA gesund 
ECOR-29 B1 O150 H21 Känguru USA gesund 
ECOR-30 B1 O113 H21 Bison Kanada gesund 
ECOR-31 E O79 H43 Leopard USA gesund 
ECOR-32 B1 O7 H21 Giraffe USA gesund 
ECOR-33 B1 O7 H21 Schaf USA gesund 
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Isolate Gruppe O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
ECOR-34 B1 O88 NM Hund USA gesund 
ECOR-35 D O1 NM Mensch (w) USA gesund 
ECOR-36 D O79 H25 Mensch (w) USA gesund 
ECOR-37 E ON HN Affe USA gesund 
ECOR-38 D O7 NM Mensch (w) USA gesund 
ECOR-39 D O7 NM Mensch Schweden gesund 
ECOR-40 D O7 NM Mensch Schweden Harnwegsinfektion (p) 
ECOR-41 D O7 NM Mensch (w) Tonga (1982) gesund 
ECOR-42 E ON H26 Mensch (m) USA (1979) gesund 
ECOR-43 E ON HN Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-44 D ON HN Berglöwe USA  gesund 
ECOR-45 B1 ON HM Schwein Indonesien gesund 
ECOR-46 D O1 H6 Affe USA  gesund 
ECOR-47 D OM H18 Schaf Neu Guinea gesund 
ECOR-48/D D ON HM Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (c) 
ECOR-49 D O2 NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-50 D O2 HN Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (p) 
ECOR-51 B2 O25 HN Mensch (K) USA  gesund 
ECOR-52 B2 O25 H1 Orang-Utan USA  gesund 
ECOR-53 B2 O4 HN Mensch (w) USA  gesund 
ECOR-54 B2 O25 H1 Mensch USA  gesund 
ECOR-55 B2 O25 H1 Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (p) 
ECOR-56 B2 O6 H1 Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-57 B2 ON NM Gorilla USA  gesund 
ECOR-58 B1 O112 H8 Löwe USA  gesund 
ECOR-59 B2 O4 H40 Mensch (m) USA (1979) gesund 
ECOR-60 B2 O4 HN Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (c) 
ECOR-61 B2 O2 NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-62 B2 O2 NM Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (p) 
ECOR-63 B2 ON NM Mensch (w) Schweden gesund 
ECOR-64 B2 O75 NM Mensch (w) Schweden Harnwegsinfektion (c) 
ECOR-65 B2 ON H10 Affe USA  gesund 
ECOR-66 B1 O4 H40 Affe USA  gesund 
ECOR-67 B1 O4 H43 Ziege Indonesien gesund 
ECOR-68 B1 ON NM Giraffe USA  gesund 
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Isolate Gruppe O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
ECOR-69 B1 ON NM Affe USA  gesund 
ECOR-70 B1 O78 NM Gorilla USA  gesund 
ECOR-71 B1 O78 NM Mensch (w) Schweden  Bakteriurie (asym.) 
ECOR-72 B1 O144 H8 Mensch (w) Schweden  Harnwegsinfektion (p) 
asym. = asymptomatisch, c = akute Cystitis, K = Kind, m = männlich, w = weiblich, 
NM = unbeweglich, p = akute Pyelonephritis 
 
 
    Tabelle 2: Charakteristika der DEC-Stämme 
 
Isolate O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
 DEC1a 55 6  Mensch (K)  USA (1956) Diarrhoe 
 DEC1B 55 6  Mensch (K)  NL Guyana (1958) Diarrhoe 
 DEC1C 55 6  Mensch (K)  Deutschland (1951) Diarrhoe 
 F563-55 55 6  Mensch  Ägypten (1955) unbekannt 
 DEC1E 55 6  Mensch  Mexiko (1986) unbekannt 
 DEC2a 55 6  Mensch (K)  Kongo (1962) Diarrhoe 
 DEC2B 55 NM  Mensch (K)  USA (1956) Diarrhoe 
 DEC2C 55 6  Mensch (K)  USA (1954) Diarrhoe 
 DEC2D 55 6  Mensch (K)  Frankreich (1951) Diarrhoe 
 DEC2E 55 6  Mensch  USA (1977) unbekannt 
 DEC3A 157 7  Mensch  USA (1985) HC 
 DEC3B 157 7  Mensch  USA (1988) Diarrhoe 
 DEC3C 157 7  Mensch  USA (1988) GE 
 DEC3D 157 7  Mensch  USA (1988) unbekannt 
 DEC3E 157 7  Mensch  Kanada (1988) unbekannt 
 DEC3F 157 -  Mensch (K)  Deutschland (1989) HUS 
 DEC4A 157 7  Kuh (Kalb)  Argentinien (1977) unbekannt 
 DEC4B 157 7  Mensch  Dänemark (1987) Diarrhoe 
 DEC4C 157 7  Büffel  Ägypten (1983) unbekannt 
 DEC4D 157 7  Kuh (Kalb)  Japan (1987) unbekannt 
 DEC4E 157 7  Mensch  Dänemark (1988) Diarrhoe 
 DEC4F 
EDL-933 
157 7  Lebensmittel 
 (Hamburger) 
 USA (1982) HC 
 DEC5A 55 7  Mensch (K)  USA (1950) Diarrhoe 
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Isolate O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
 DEC5B 55 7  Mensch (K)  USA (1979) Diarrhoe 
 DEC5C 55 7  Mensch (K)  USA (1966) Diarrhoe 
 DEC5D 55 7  Mensch  Sri Lanka (1965) unbekannt 
 DEC5E 55 7  Mensch  Iran (1963) unbekannt 
 DEC6A 111 21  Mensch (K)  USA (1966) Diarrhoe 
 C142-54 111 12  Mensch  Deutschland (1954) unbekannt 
 DEC6C 111 12  Mensch  Guatemala (1967) Diarrhoe 
 F436-51 111 12  Mensch  Italien (1951) unbekannt 
 DEC6E 111 NM  Mensch  Brasilien (1983) Diarrhoe 
 DEC7A 157 43  Schwein  USA (1975) Sepsis 
 DEC7B 149 NM  Kuh  USA (1990) unbekannt 
 DEC7C 157 43  Schwein  USA (1982) unbekannt 
 DEC7D 157 43  Schwein  USA (1983) unbekannt 
 DEC7E 157 NM  Schwein  USA (1986) unbekannt 
 DEC8A 111a NM  Mensch  USA (1977) Stuhl 
 DEC8B 111 8  Mensch  USA (1986) HC 
 DEC8C 111 NM  Kuh (Kalb)  USA (1986) NEK 
 DEC8D 111 11  Mensch (K)  Kuba (1953) Diarrhoe 
 DEC8E 111 8  Mensch (K)  Dänemark (1965) Diarrhoe 
 DEC9A 26 11  Mensch  USA (1961) Diarrhoe 
 DEC9B 26 N  Mensch  USA (1979) Diarrhoe 
 C240-52 26 N  Mensch  Schweiz (1952) asym. 
 DEC9D 26 11  Mensch (K)  Dänemark (1967) Diarrhoe 
 DEC9F 26 11  Mensch  Mexiko (1986) unbekannt 
 DEC10A 26 11  Mensch  UK (k. A.) Diarrhoe 
 DEC10B 26 11  Mensch  Australien (1986) ANC 
 DEC10C 26 11  Mensch (K)  USA (1977) GE 
 C12-52 26 11  Mensch  Frankreich (1952) unbekannt 
 DEC10E 26 11  Kuh (Kalb)  USA (1989) NEK 
 DEC10F 15 NM  Hase  USA (1970) Diarrhoe 
 DEC11a 128a 2  Mensch  USA (1975) Diarrhoe 
 DEC11B 128a 2  Mensch (K)  USA (1971) Diarrhoe 
 DEC11C 45 2  Mensch  USA (1983) HC 
 DEC11D 128 2  Mensch (K)  UK (1989) Diarrhoe 
 DEC11E 128 2  Mensch (K)  Brasilien (k. A.) Diarrhoe 
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Isolate O H Wirt Ort (Jahr) Klinik 
 DEC12a 111 2  Mensch (K)  UK (1950) Diarrhoe 
 DEC12B 111 2  Mensch  USA (1956) unbekannt 
 DEC12C 111 NM  Mensch  Panama (1967) unbekannt 
 DEC12D 111 2  Mensch  Peru (1983) unbekannt 
 DEC12E 111 N  Mensch  Kenia (1986) unbekannt 
 DEC13A 128 7  Mensch  USA (1973) Diarrhoe 
 DEC13B 128 7  Mensch  USA (1971) Diarrhoe 
 DEC13C 128 7  Mensch (K)  Tansania (1974) Diarrhoe 
 DEC13D 128 7  Mensch (K)  Ruanda (1979) Diarrhoe 
 DEC13E 128 47  Mensch  USA (1981) Diarrhoe 
 DEC14A 128 21  Mensch (K)  Peru (1970) Diarrhoe 
 DEC14B 128 21  Mensch (K)  Indien (1971) Diarrhoe 
 DEC14C 128a 21  Mensch  Peru (1983) Diarrhoe 
 DEC14D 128 NM  Mensch  USA (1979) Diarrhoe 
 DEC14E 128 21  Mensch (K)  Bangladesch (1977) Diarrhoe 
 DEC15A 111 21  Mensch  USA (1966) unbekannt 
 DEC15B 111 21  Mensch  USA (1971) Diarrhoe 
 DEC15C 111 21  Mensch  USA (1977) Diarrhoe 
 DEC15D 111 21  Mensch  USA (1978) Diarrhoe 
 DEC15E 111 21  Mensch  USA (1980) Diarrhoe 
ANC = akute nicht spezifische Colitis, asym. = asymptomatisch, GE = Gastroenteritis, 
HC = hämorrhagische Colitis, k. A. = keine Angaben, K = Kind, NEK = neonatale 




3.2.1 Bakterienanzucht und DNA-Präparation  
Die Kultivierung der E. coli-Stämme wurde auf Sorbitol-MacConkey-Agar 
(SMAC) vorgenommen. Zur Gewährleistung der Frische und Lebensfähigkeit 
der Bakterienkultur wurde alle zehn Tage eine Überimpfung in eine neue Kultur 
durchgeführt. Die Kulturen wurden bei 37°C für 24h bebrütet und anschließend 
bei 4°C gelagert. 
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Ein bis zwei Bakterienkolonien wurden in 50µl 0,9% Natriumchloridlösung  
suspendiert und für 10 Minuten bei 100°C im Blockthermostat gekocht.  
Pro PCR Ansatz wurden 5µl dieser Suspension verwendet. 
 
3.2.2 Phänotypischer Nachweis 
Zur Identifizierung des hämolytischen Phänotyps wurden sämtliche DEC- und 
ECOR-Isolate sowie der als Referenzstamm verwendete EDL933 auf  
Columbia-Blutagar und Enterohämolysin-Agar überimpft, anschließend für 24h 
bei 36°C bebrütet und beurteilt. Die Fermentation von Sorbitol wurde anhand 
von (SMAC)-Platten überprüft (40, 22). Der Nachweis von E-hly gelang auf 5% 
fibrinfreien Blutagarplatten mit aufbereiteten und gewaschenen humanen  
Erythrozyten sowie 10 mM Calciumchlorid (66). Zur Fermentation wurden die 
Stämme auf (SMAC)-Platten bebrütet und getestet (40, 66). 
 
3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)       
Der PCR-Ansatz (Mastermix) wurde nach folgendem Schema angesetzt: 
10x Reaktionspuffer  5µl 
MgCl 3µl 
dNTPs 1µl 
Upstream Primer  1µl 
Downstream Primer  1µl 
Taq-DNA-Polymerase 0,3µl 
Bakteriensuspension (DNA-Template) 5µl 
Aqua ad injectabilia 34µl 
 
Als DNA-Template wurde die Suspension einer einzelnen, auf einem  
Nährboden frisch angezüchteten Bakterienkolonie in 50µl 0,9% Natrium-
chloridlösung suspendiert und für 10 Minuten bei 100°C im Blockthermostat 
gekocht. Pro PCR Ansatz wurden 5µl dieser Suspension verwendet. Die 
Tabelle 3 zeigt die verwendeten Primersequenzen, die Reaktionsbedingungen 
und die Größe des Produktes der Amplifikate. 
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Zur Herstellung eines Agaroseflachgels wurden 1050mg 
LE-Agarose in 70ml 0,5x Trisborat-EDTA-Puffer (TBE) für 30 Sekunden  
aufgekocht und nach 5 Minuten Abkühlzeit in einen Gießstand gefüllt, aus dem 
nach weiteren 30 Minuten Polymerisationszeit ein 5mm dickes Gel mit 20  
Taschen entnommen werden konnte. 20µl des zu testenden  
Amplifikationsproduktes wurden mit 4µl eines Probenpuffers versetzt und zu je 
10µl in die entstandenen Taschen pipettiert. Zusätzlich zu den PCR-Produkten 
der zu untersuchenden Stämme wurde auf jedem Gel eine Positiv- und  
Negativkontrolle sowie 5µl eines Molekulargewichtsstandards („100bp bzw. 1kb 
ladder“) hinzugefügt. Letzterer entstammte einem Ansatz aus 2µl Probenpuffer, 
7µl Aqua bidestillata und 3µl 100bp-Molekulargewichtsstandard bzw. 2µl  
Probenpuffer, 8µl Aqua bidestillata und 2µl 1kbp-Molekulargewichtsstandard. 
Die Elektrophorese lief bei einer Spannung von 110 Volt und wurde nach 2/3 
der Laufstrecke (ca. 70 Minuten) beendet. Nach einem Ethidiumbromid-
Färbebad von 20 Minuten folgte das Waschen des Gels mit Aqua destillata. 
Durch die Interkalierung des Farbstoffes in die DNA kam es zum Fluoreszieren 
der Banden unter UV-Licht. Das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese  





Tabelle 3: Verwendete Primer und PCR-Bedingungen dieser Arbeit 
PCR-Bedingungen* Primer Target Sequenz (5’ - 3’) 






α-hly ATG ACA ACA ATA ACC ACT GC 
TAC CGC CTG CCT TTC CTA A 






GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTA G 
TCT CGC CTG ATA GTG TTT GGT A 




CCC GGA TCC ATG AAA AAA ACA TTA TTA ATA GC 
CCC GAA TTC AGC TAT GAG TCA ACG 







ATC CTA TTC CCG GGA GTT TAC G 
GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C 




CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC 
CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTA TTC G 




TCT AAC GCC ACA ACC TGT AC 
GAG GAA GGC AGA ATA TTG GG 
94°C, 60 s 60°C, 60 s 72°C, 60 s 398 (46) 




4.1 Ergebnisse phänotypischer Untersuchungen  
4.1.1 Hämolysinbildung in ECOR- und DEC-Stämmen 
In der Diagnostik von EHEC wird der Enterohämolysin-Agar eingesetzt. Auf 
dem Enterohämolysin-Agar kann man den α-hämolytischen Phänotyp von dem 
so genannten enterohämolytischen Phänotyp, auch Betahämolyse genannt, 
unterscheiden. EHEC bilden auf diesen Blutplatten einen besonderen  
hämolytischen Phänotyp. Nach 18 bis 24 Stunden Bebrütung bei 37°C bilden 
sich kleine trübe Hämolysehöfe, wie sie für den enterohämolytischen Phänotyp 
beschrieben werden (3) und welche sich in einer Betahämolyse äußern. Diese 
Hämolysehöfe unterscheiden sich sehr stark von den großen, klaren  
Hämolysehöfen, die durch α-Hämolysin produzierende E. coli nach nur 4 bis 6 
Stunden Bebrütung bei 37°C gebildet werden. Die α-Hämolyse ist in Abb. 2 und 
die Betahämolyse ist in Abb. 3 dargestellt. Die hohe Prävalenz der  
Betahämolyse bei EHEC war Anlass, diese Eigenschaft in den DEC- und  
ECOR-Stämmen zu überprüfen. 
Neben dem Einsatz von Blutplatten mit gewaschenen Erythrozyten  
(Enterohämolysin-Agar) kamen gewöhnliche Blutplatten zum Einsatz. Auf  
diesen wurde der α-hämolytische Phänotyp getestet. Die Ergebnisse dieser 
Analysen sind in Tabelle 4 zusammengefasst. 
Bei der Analyse der ECOR-Stämme stellte sich heraus, dass zehn Stämme  
(ECOR-23, ECOR-24, ECOR-32, ECOR-43, ECOR-51, ECOR-52, ECOR-53, 
ECOR-56, ECOR-60, ECOR-61) eine α-Hämolyse zeigten. 




Abbildung 2: α-Hämolyse des ECOR-52 Stammes Serotyp O25:H1 
 
 
Abbildung 3:  Enterohämolyse des EDL-933 Stammes Serotyp O157:H7 
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Das Hämolyseverhalten wurde auch bei den 78 DEC-Stämmen untersucht. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchung zeigt die Tabelle 5. 
Bei der Untersuchung zeigten 11 Stämme (DEC3B, DEC4A, DEC4B, DEC4D, 
DEC4E, EDL-933, DEC5A, DEC5E, DEC8C, DEC10B, DEC11C) kleine, trübe 
Hämolysehöfe, wie sie für die Enterohämolyse typisch sind. Bei neun (DEC7A, 
DEC7B, DEC7C, DEC7E, DEC9A, DEC9B, C240-52, DEC9D, 45) der 78  
getesteten Stämme hingegen bildeten sich große, klare Hämolysehöfe, wie sie 
üblicherweise durch α-Hämolysin gebildet werden. 
 
4.1.2 Ureaseaktivität in ECOR- und DEC-Stämmen 
Im Rahmen der Arbeit wurden die 72 ECOR-Stämme und 78 DEC-Stämme auf 
ihre Ureaseaktivität untersucht. Eine phänotypische Ausprägung hinsichtlich der 
Ureaseaktivität zeigte sich bei zwei DEC-Stämmen, dem DEC10B und dem 
DEC11C. 
 
4.1.3 Sorbitolfermentation in den ECOR- und DEC-Stämmen 
E. coli besitzen die Fähigkeit, Zuckermoleküle zu vergären. Diese Fermentation 
verschiedener Zucker, vor allem von Sorbitol, ist ein wichtiges phänotypisches 
Unterscheidungskriterium einzelner Serovare (26). So sind die klassischen  
EHEC O157:H7 nicht in der Lage, Sorbitol zu fermentieren. Es ist daher  
möglich, sie mit Hilfe eines speziellen Selektivagars (sorbitolhaltigem 
MacConkey-Agar SMAC) gegenüber anderen E. coli-Stämmen abzugrenzen 
(40). 
Wie in der Tabelle 4 ersichtlich, verstoffwechselten 68 der 72 untersuchten  
ECOR-Stämme Sorbitol. Lediglich vier Stämme (ECOR-04, ECOR-24,  
ECOR-49, ECOR-72) zeigten keine Sorbitolfermentation. Bei den  






4.2 Ergebnisse genotypischer Untersuchungen 
4.2.1 Nachweis von Hämolysingenen 
Zum genotypischen Nachweis, der für die α-Hämolyse und die Enterohämolyse 
kodierenden Gene α-hly und EHEC-hlyA, wurden PCR-Analysen durchgeführt. 
Hierbei wurden die Primerpaare AHLY-1/AHLY-2 und hlyA1/hlyA4 verwendet.  
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigen die Tabellen 4 und 5.  
Beispielhaft repräsentieren die Abb. 4 und 5 einige der genotypischen  
Nachweise mittels Agarosegelelektrophoresen. 
Bei der Analyse der ECOR-Stämme stellte sich heraus, dass alle α-Hämolysin 
phänotypisch positiven Stämme in der entsprechenden α-hly-PCR genotypisch 
positiv waren. 
Hingegen war keiner der Hämolysin negativen ECOR-Stämme in der 
EHEC-hlyA PCR positiv. Mit der EHEC-hlyA PCR waren alle Stämme negativ. 
Es war daher zu schließen, dass die starke Hämolyse auf den Blutplatten von 
α-Hämolysin verursacht wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 
Bei der Untersuchung der DEC-Stämme konnte die Gensequenz des  
α-hly-Genes nur in den neun phänotypisch positiven Isolaten der überprüften 78 
Stämme nachgewiesen werden. Das EHEC-hlyA Gen lag ebenfalls nur in den 
11 phänotypisch positiven Stämmen vor. Es zeigte sich, dass das für die  
α-Hämolyse (α-hly) und das für die Enterohämolyse kodierende Gen  
(EHEC-hlyA) jeweils nur allein aber nicht gemeinsam vorkam. Es konnte somit 
gezeigt werden, dass alle Stämme, die einen enterohämolytischen bzw. einen 
α-hämolytischen Phänotyp ausprägen, auch das entsprechende Strukturgen 
besitzen. Bedingt durch diesen Zusammenhang ist davon auszugehen, dass 
das EHEC-Hämolysin für den enterohämolytischen Phänotyp bzw. das  
α-Hämolysin für den α-hämolytischen Phänotyp verantwortlich ist.  
Die Ergebnisse sind der Tabelle 5 zu entnehmen. 
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Abbildung 4:  Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte des für die α-Hämolyse kodierenden     
                        Genes α-hly mittels des Primerpaares AHLY-1/AHLY-2 
  
 
Abbildung 5: Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte des für die Enterohämolyse  
                       kodierenden Genes EHEC-hlyA mittels des Primerpaares hlyA1/hlyA4 
 
4.2.2 Nachweis des Ureasehomologes in den ECOR-/DEC-Stämmen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 72 ECOR- und 78 DEC-Stämme auf den  
Besitz des Ureasegenhomologes ureC mit Hilfe des Primerpaares 
UreC-f/UreC-r überprüft. Das Gen fand sich insgesamt in keinem der ECOR-, 
jedoch in 17 der getesteten DEC-Isolate. Dabei besaßen zwei der phänotypisch 
positiv getesteten (H30 und DEC 11C) und 15 der phänotypisch negativ  
getesteten das untersuchte ureC Gen. Die Ergebnisse zeigen die Tabellen 4 
und 5. 
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4.2.3 Nachweis der Virulenzgene eae und stx 
Insgesamt wurden 72 ECOR-Stämme und 78 DEC-Stämme untersucht. Die 
hierzu verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 3 aufgeführt. Die Ergebnisse 
der spezifischen Fragmente, welche aus den jeweiligen Genen mit Hilfe der 
PCR amplifiziert wurden, sind für die ECOR-Stämme in der Tabelle 4 und für 
die DEC-Stämme in Tabelle 5 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass in den 
getesteten ECOR-Stämmen bei drei Stämmen (ECOR-25, ECOR-30,  
ECOR-41) die Existenz des eae-Genes nachgewiesen wurde. Bei den  
DEC-Stämmen hingegen war das eae-Gen in 55 von 78 Stämmen vorhanden.  
Bei den Untersuchungen zum Nachweis der Stx-produzierenden Gene in den 
ECOR-Stämmen zeigen die Ergebnisse, dass nur bei dem  
ECOR-33-Stamm stx-Gen nachweisbar ist. Des Weiteren wurde im Rahmen 
dieser Untersuchung festgestellt, dass die Stx-produzierenden Gene bei  
insgesamt 17 unterschiedlichen DEC-Stämmen vorkommen (Tabelle 5). Bei 
neun Stämmen (DEC3E, DEC4E, DEC8A, DEC8C, DEC8E, DEC10B, 
DEC10C, DEC10E, DEC11C) der 17 positiv getesteten war das stx1  
nachweisbar. Bei vier Stämmen (493/89, DEC4B, DEC5A, DEC5E) war das stx2 
nachweisbar. In weiteren vier Stämmen (DEC3B, DEC3C, EDL-933, DEC8B) 
konnte das Gen stx1 und stx 2 mittels PCR nachgewiesen werden. 
  
29
   Tabelle 4: Ergebnisse der genotypischen und phänotypischen Untersuchungen der ECOR-Stämme 


















ECOR-01 ON:HN - - - - - - - + 
ECOR-02 ON:H32 - - - - - - - + 
ECOR-03 O1:HNM - - - - - - - + 
ECOR-04 ON:HN - - - - - - - - 
ECOR-05 O79:HNM - - - - - - - + 
ECOR-06 ON:NM - - - - - - - + 
ECOR-07 O85:HN - - - - - - - + 
ECOR-08 O86:HNM - - - - - - - + 
ECOR-09 ON:HNM - - - - - - - + 
ECOR-10 O6:H10 - - - - - - - + 
ECOR-11 O6:H10 - - - - - - - + 
ECOR-12 O7:H32 - - - - - - - + 
ECOR-13 ON:HN - - - - - - - + 
ECOR-14 OM:HN - - - - - - - + 
ECOR-15 O25:HNM - - - - - - - + 
ECOR-16 ON:H10 - - - - - - - + 
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ECOR-17 O106:HNM - - - - - - - + 
ECOR-18 O5:HNM - - - - - - - + 
ECOR-19 O5:HN - - - - - - - + 
ECOR-20 O89:HN - - - - - - - + 
ECOR-21 O121:HN - - - - - - - + 
ECOR-22 ON:HN - - - - - - - + 
ECOR-23 O86:H43 - - - - + α-HLY - + 
ECOR-24 O15:HNM - - - - + α-HLY - - 
ECOR-25 ON:HN - + - - - - - + 
ECOR-26 O104:H21 - - - - - - - + 
ECOR-27 O104:HNM - - - - - - - + 
ECOR-28 O104:HNM - - - - - - - + 
ECOR-29 O150:H21 - - - - - - - + 
ECOR-30 O113:H21 - + - - - - - + 
ECOR-31 O79:H43 - - - - - - - + 
ECOR-32 O7:H21 - - - - + α-HLY - + 
ECOR-33 O7:H21 2 - - - - - - + 
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ECOR-34 O88:HNM - - - - - - - + 
ECOR-35 O1:HNM - - - - - - - + 
ECOR-36 O79:H25 - - - - - - - + 
ECOR-37 ON:HN - - - - - - - + 
ECOR-38 O7:HNM - - - - - - - + 
ECOR-39 O7:HNM - - - - - - - + 
ECOR-40 O7:HNM - - - - - - - + 
ECOR-41 O7:HNM - + - - - - - + 
ECOR-42 ON:H26 - - - - - - - + 
ECOR-43 ON:HN - - - - + α-HLY - + 
ECOR-44 ON:HN - - - - - - - + 
ECOR-45 ON:HM - - - - - - - + 
ECOR-46 O1:H6 - - - - - - - + 
ECOR-47 OM:H18 - - - - - - - +  
ECOR-48/D ON:HM - - - - - - - + 
ECOR-49 O2:HNM - - - - - - - - 
ECOR-50 O2:HN - - - - - - - + 
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ECOR-51 O25:HN - - - - + α-HLY - + 
ECOR-52 O25:H1 - - - - + α-HLY - + 
ECOR-53 O4:HN - - - - + α-HLY - + 
ECOR-54 O25:H1 - - - - - - - + 
ECOR-55 O25:H1 - - - - - - - + 
ECOR-56 O6:H1 - - - - + α-HLY - + 
ECOR-57 ON:HNM - - - - - - - + 
ECOR-58 O112:H8 - - - - - - - + 
ECOR-59 O4:H40 - - - - - - - + 
ECOR-60 O4:HN - - - - + α-HLY - + 
ECOR-61 O2:HNM - - - - + α-HLY - + 
ECOR-62 O2:HNM - - - - - - - + 
ECOR-63 ON:HNM - - - - - - - + 
ECOR-64 O75:HNM - - - - - - - + 
ECOR-65 ON:H10 - - - - - - - + 
ECOR-66 O4:H40 - - - - - - - + 
ECOR-67 O4:H43 - - - - - - - + 
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Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















ECOR-68 ON:HNM - - - - - - - + 
ECOR-69 ON:HNM - - - - - - - + 
ECOR-70 O78:HNM - - - - - - - + 
ECOR-71 O78:HNM - - - - - - - + 















    Tabelle 5: Ergebnisse der genotypischen und phänotypischen Untersuchungen der DEC-Stämme 
Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















 DEC1a O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC1B O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC1C O55:H6 - + - - - - - - 
 F563-55 O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC1E O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC2a O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC2B O55:NM - + - - - - - - 
 DEC2C O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC2D O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC2E O55:H6 - + - - - - - - 
 DEC3B O157:H7 1+2 + + + - E-HLY - - 
 DEC3C O157:H7 1+2 + + - - - - - 
 DEC3D O157:H7 - + + - - - - - 
 DEC3E O157:H7 1 + - - - - - - 
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Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















 493/89 O157:H- 2 + - - - - - + 
 DEC4A O157:H7 - + + + - E-HLY - - 
 DEC4B O157:H7 2 + + + - E-HLY - - 
 DEC4C O157:H7 - + + - - - - - 
 DEC4D O157:H7 - + + + - E-HLY - - 
 DEC4E O157:H7 1 + - + - E-HLY - - 
 EDL-933 O157:H7 1+2 + + + - E-HLY - - 
 DEC5A  O55:H7 2 + - + - E-HLY - - 
 DEC5B O55:H7 - + - - - - - + 
 DEC5C O55:H7 - + - - - - - + 
 DEC5D O55:H7 - + - - - - - + 
 DEC5E O55:H7 2 + - + - E-HLY - - 
 DEC6A O111:H21 - - - - - - - + 
 C142-54 O111:H12 - - - - - - - + 
 DEC6C O111:H12 - - - - - - - + 
 F436-51 O111:H12 - - - - - - - + 
 DEC6E O111:HNM - - - - - - - + 
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Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















 DEC7A O157:H43 - - - - + α-HLY - + 
 DEC7B O149:HNM - - - - + α-HLY - + 
 DEC7C O157:H43 - - - - + α-HLY - + 
 DEC7D O157:H43 - - - - - - - + 
 DEC7E O157:HNM - - - - + α-HLY - + 
 DEC8A O111a:HNM 1 + + - - - - + 
 DEC8B O111:H8 1+2 + + - - - - + 
 DEC8C O111:HNM 1 + - + - E-HLY - - 
 DEC8D O111:H11 - + + - - - - + 
 DEC8E O111:H8 1 + + - - - - + 
 DEC9A O26:H11 - + - - + α-HLY - + 
 DEC9B O26:HN - + - - + α-HLY - + 
 C240-52 O26:HN - + - - + α-HLY - + 
 DEC9D O26:H11 - + - - + α-HLY - - 
45 O26:H11 - + - - + α-HLY - + 
H30 O26:H11 - + + - - -  + + 
 DEC10B O26:H11 1 + + + - E-HLY - + 
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Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















 DEC10C O26:H11 1 + - - - - - + 
 C12-52 O26:H11 - + - - - - - + 
 DEC10E O26:H11 1 + + - - - - + 
 DEC10F O15:HNM - + + - - - - + 
 DEC11a O128a:H2 - + - - - - - + 
 DEC11B O128a:H2 - + - - - - - + 
 DEC11C O45:H2 1 + + + - E-HLY + - 
 DEC11D O128:H2 - + - - - - - - 
 DEC11E O128:H2 - + - - - - - - 
 DEC12a O111:H2 - - - - - - - - 
 DEC12B O111:H2 - + - - - - - + 
 DEC12C O111:HNM - + - - - - - - 
 DEC12D O111:H2 - + - - - - - - 
 DEC12E O111:HN - - - - - - - - 
 DEC13A O128:H7 - - - - - - - + 
 DEC13B O128:H7 - - - - - - - + 
 DEC13C O128:H7 - - - - - - - + 
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Stamm Serotyp Genotyp Phänotyp 
















 DEC13D O128:H7 - - - - - - - + 
 DEC13E O128:H47 - - - - - - - + 
 DEC14A O128:H21 - - - - - - - + 
 DEC14B O128:H21 - - - - - - - + 
 DEC14C O128a:H21 - - - - - - - + 
 DEC14D O128:HNM - - - - - - - + 
 DEC14E O128:H21 - - - - - - - + 
 DEC15A O111:H21 - - - - - - - + 
 DEC15B O111:H21 - - - - - - - + 
 DEC15C O111:H21 - - - - - - - + 
 DEC15D O111:H21 - - - - - - - + 
 DEC15E O111:H21 - - - - - - - + 
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5 Diskussion 
EHEC verursachen wässrige Durchfälle, die hämorrhagische Colitis und das 
hämolytisch-urämische Syndrom (HUS). Das HUS ist die häufigste Ursache des 
akuten Nierenversagens im Kindesalter. Die Virulenzfaktoren der EHEC und die 
Pathomechanismen, der durch sie verursachten Erkrankungen, sind bisher 
nicht vollständig bekannt. Bei den virulentesten Vertretern der EHEC liegt, 
neben der Bildung von Stx, welches ein gemeinsames Merkmal aller EHEC ist 
und ursächlich mit der Pathogenese des Krankheitsbildes HUS in Verbindung 
steht, die plasmidvermittelte Enterohämolysinbildung (EHEC-Hämolysin) vor. 
Neben dem Chromosom, auf dem die Gene zur Stx-Produktion lokalisiert sind,  
besitzen alle EHEC ein Virulenzplasmid. Aufgrund dieses Virulenzplasmides 
sind die genannten Bakterien in der Lage, Hämolysin zu produzieren. Die  
plasmidvermittelte EHEC-Hämolysinbildung, die durch das Gen E-hly kodiert 
wird, stellt möglicherweise Hämoglobin als Eisenquelle bereit und ist somit  
essentiell für das Wachstum der meisten Bakterien (85). Auch einige  
andere potentielle Virulenzfaktoren sind maßgeblich an der Pathogenität  
beteiligt und kompensieren möglicherweise die Abwesenheit von  
Virulenzgenen. Ein Beispiel ist das Intimin, welches Bakterien ermöglicht, sich 
an die Wirtszellen anzulagern.  
 
Bisher ist über die Verbreitung von potentiellen Virulenzfaktoren in den als DEC 
(diarrheagenic E. coli) und ECOR (Escherichia coli Reference Collection) 
(http://www.shigatox.net/stec/index.html) bezeichneten Stammsammlungen 
noch wenig bekannt. Kürzlich wurden in der als nicht enteropathogen geltenden 
ECOR-Sammlung potenzielle Virulenzfaktoren von EHEC nachgewiesen.  
Hierbei handelt es sich um Fimbrien (78), Serinproteasen (57) und ein  
Autoagglutinin, das so genannte Antigen 43 (57). Um zu prüfen, ob in den  
ECOR-Stämmen noch weitere Virulenzdeterminanten vorkommen, wurde in der 
vorliegenden Arbeit eine umfassende Charakterisierung dieser Stämme  
vorgenommen. Als Vergleichskollektiv wurde die DEC-Sammlung mit den  
entsprechenden Verfahren analysiert. 
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Bezüglich ihres Hämolysinbildungsvermögens wurden alle Stämme 
phänotypisch untersucht. Bei der Analyse der 72 ECOR-Stämme stellte sich 
heraus, dass keiner eine Enterohämolyse zeigte, jedoch zehn eine α-Hämolyse 
aufwiesen. Bei den DEC-Stämmen zeigten neun eine α-Hämolyse und 11 
Stämme eine Enterohämolyse. Auch wurden alle Stämme zunächst hinsichtlich 
der Sekretion von Hämolysinen (α-Hämolysin, EHEC-Hämolysin) und der diese 
Toxine kodierenden Gene (α-hly und EHEC-hlyA) untersucht. 
Auf genotypischer Ebene konnte die Gensequenz des α-hly Genes, welches die 
α-Hämolyse kodiert, nur in den neun phänotypisch positiven Isolaten der  
überprüften 78 DEC-Stämme nachgewiesen werden. Das EHEC-hlyA Gen, 
welches zur Kodierung der Enterohämolyse notwendig ist, lag ebenfalls nur in 
den elf phänotypisch positiven DEC-Stämmen vor. Bei ECOR-Stämmen waren 
auch nur die 10 phänotypisch positiv getesteten Isolate genotypisch positiv. 
Es zeigte sich, dass die für die α-Hämolyse und die Enterohämolyse  
kodierenden Gene α-hly und E-hly jeweils nur allein aber nicht gemeinsam  
vorkamen. Somit konnte gezeigt werden, dass alle Stämme, die einen  
enterohämolytischen bzw. einen α-hämolytischen Phänotyp ausprägen, auch 
das entsprechende Strukturgen besitzen. 
Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit mit Hilfe molekularbiologischer Methoden 
eine Überprüfung auf potentielle Virulenzgene (stx, eae, ureC) durchgeführt. 
Das stx-Gen wurde in einem ECOR-Stamm (ECOR-33, O7:H21), der aus einer 
Kotprobe von einem gesunden Schaf stammt und in 17 DEC-Isolaten 
identifiziert. Interessanterweise zeigen neun der 17 Stx-genotypisch positiv 
getesteten DEC-Stämme einen phänotypisch positiven Enterohämolysin-
Nachweis. Jedoch gibt es kein Isolat mit Stx-Nachweis und α-Hämolyse. Dies 
könnte auf eine synergistische Funktion von Stx und EHEC-Hämolysin 
hindeuten. Die Tatsache, dass das EHEC-Hämolysin eng mit dem stx-positiven 
HUS Patienten assoziiert ist, unterstützt diese Vermutung zusätzlich (66). 
Das als Intimin bezeichnete Adhäsin, welches durch das eae-Gen kodiert wird, 
ist bei drei ECOR-Stämmen nachweisbar, ebenso bei 55 von 78  
DEC-Stämmen. Wie bereits erwähnt, trägt es maßgeblich zur Entstehung des 
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Krankheitssymptomes Diarrhoe bei. Folglich es ist bei dem überwiegenden Teil 
der enteropathogenen E. coli nachweisbar. 
Wie bereits schon kürzlich der Nachweis von potentiellen Virulenzgenen, wie 
Fimbrien (78), Serinproteasen (57) und Antigen 43 (57), in der nicht als 
enteropathogen geltenden ECOR-Sammlung zeigte, so bestärken die 
Ergebnisse dieser Arbeit unter anderem durch den Nachweis von eae und stx 
als weitere Virulenzgene darmpathogener E. coli das generelle Risikopotential 
der als generell apathogen geltenden ECOR-Auswahl. 
Außerdem wurde die Ureaseaktivität und die Fähigkeit zur Sorbitolfermentation 
überprüft. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die als DEC und ECOR 
bezeichneten Stammsammlungen auf das Vorhandensein von Ureasegenen 
(ure) überprüft. Repräsentativ wurde die Verteilung des Ureasehomologes ureC 
als potentieller Virulenzfaktor untersucht. Daneben wurden alle Stämme auf 
eine mögliche Ureaseexpression auf Harnstoff-Agar getestet. 
Das Gen befand sich insgesamt in 17 der 78 getesteten DEC-Isolate, jedoch in 
keinem der 72 überprüften EHEC-Isolate. Hierbei fällt auf, dass das ureC Gen 
nur bei den diarrheagenic Escherichia coli nachweisbar ist. Mehrheitlich sind die 
untersuchten Stämme der Serogruppen O26 und O111 sowie die Isolate des  
häufigen Serotyps O157:H7 ureC positiv. Die als Vorläufer von EHEC O157:H7 
geltenden E. coli O55 waren bei der genotypischen Untersuchung ureC negativ. 
Dies könnte phylogenetisch als Hinweis gewertet werden, dass EHEC O157:H7 
das Gencluster erst kürzlich, zu einem relativ späten Zeitpunkt in der  
Entwicklungslinie nach Aufnahme des Stx2-Phagen, erworben hat. Über die 
spezifischen Mechanismen der Säureresistenz, die EHEC ihre besondere  
Überlebensfähigkeit in aciden Umgebungen verleihen, ist bisher wenig bekannt. 
Um eine mögliche Beteiligung der Ureaseaktivität am bakteriellen Säureschutz 
zu untersuchen, wurden die EHEC-Isolate auf deren Fähigkeit zur  
phänotypischen Ureasebildung auf Harnstoff-Agar hin überprüft.  
Phänotypisch zeigten nur zwei der genotypisch positiven Isolate Ureaseaktivität 
bei Wachstum auf Harnstoff-Agar; der DEC10A, welcher ein O26:H11 Diarrhoe  
verursachendes Isolat ist sowie der DEC11C, welcher ein O45:H2 Isolat ist, das 
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1983 in den USA im Material eines Patienten mit hämorrhagischer Colitis  
gefunden worden war.  
Die Ergebnisse der Untersuchung der DEC- und ECOR-Isolate verschiedener 
Serotypen zeigen, dass nur eine Minderheit der Isolate unter den verwendeten 
Kulturbedingungen phänotypische Ureaseaktivität aufweist. Diese Resultate 
korrelieren mit denen früherer Arbeiten. So identifizierte Nakano et al. bei der 
Überprüfung der Ureaseaktivität von 23 EHEC-Stämmen auf Harnstoff-Agar 
einen Urease-bildenden Stamm (4,35%) (46). Fernerhin werden Urease-
bildende EHEC nur als phänotypische Varianten beschrieben. So wurde  
beispielsweise 1995 in den USA bei einem Patienten mit blutiger Diarrhoe ein  
Urease- und β-Glucoronidase-positiver EHEC O157:H7 gefunden, welcher  
nicht-Sorbitol-fermentierend war (23). Der Anteil Urease-bildender EHEC ist in 
der klinischen Diagnostik sehr gering. Somit stellt eine Überprüfung der  
Ureaseaktivität bei Inkubation auf Harnstoff-Agar kein sinnvolles  
Kulturverfahren zur klinischen Routinediagnostik dar. Die Identifikation von  
EHEC bzw. deren Abgrenzung gegenüber apathogenen E. coli durch diese  
Methode erscheint somit nur in Ausnahmefällen möglich.  
 
Die Fähigkeit zur Fermentation von Sorbitol, welches an den 72  
ECOR-Stämmen überprüft wurde, war bei 68 Stämmen nachweisbar. Auch 
zeigten 46 der 78 DEC-Stämme diese Eigenschaft. Die Unfähigkeit der  
Fermentation dieses Zuckers, wie bereits genannt, ist ein wichtiger  
differentialdiagnostischer Parameter für die Identifizierung von EHEC. Die  
etablierte Methode, Sorbitol-fermentierende E. coli O157:H7 auf CT-(SMAC) zu 
isolieren (40), führt dazu, dass nicht-Sorbitol-fermentierende E. coli O26:H11 auf 
CT-(SMAC) leicht von der Serogruppe O157:H7 zu unterscheiden sind; sie sind 
nicht in der Lage, dass dem Agar beigesetzte Sorbitol zu fermentieren. Ihre 
farblose Koloniemorphologie kann somit leicht erkannt werden aber gleichzeitig 
schwierig von den Bakterien der normalen Darmflora abgegrenzt werden.  
Da der E. coli O157:H7 der weltweit am häufigsten im Rahmen von  
EHEC-Infektionen isolierte Serotyp ist und er sich in der klassischen  
mikrobiologischen Diagnostik durch das Unvermögen, Sorbitol innerhalb von  
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24 Stunden fermentieren zu können, auszeichnet sowie das Merkmal besitzt, 
auf (SMAC)-Agar durch eine weißliche Koloniefarbe in Erscheinung zu treten, 
werden diese Eigenschaften in vielen Ländern zur Screening-Untersuchung von 
Stuhlproben auf STEC genutzt (7, 16).  
Eine Besonderheit stellt der DEC3F dar, ein 1989 in Deutschland isolierter 
O157:H-, welcher bei einem Kind mit HUS nachgewiesen wurde und  
sorbitolfermentativ positiv ist. Bereits 1988 wurde erstmals ein EHEC  
O157-Stamm beschrieben, der für diese Serogruppe atypische Eigenschaften 
aufwies. Dieses Isolat wurde als Sorbitol-fermentierender (SF) E. coli O157:H- 
bezeichnet (33), weil diesem O157-Stamm das Flagellen-Antigen (H-Antigen) 
fehlte und er bei Wachstum auf (SMAC)-Agar rosafarbene Kolonien als Zeichen 
einer Fermentation des dem Agar beigesetzten Sorbitols aufwies. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl potentielle  
Virulenzgene als auch Gene, deren Produkte unspezifisch zur Pathogenität der 
Erreger beitragen, in phylogenetisch weit voneinander entfernten  
E. coli-Stämmen vorkommen und folglich durch horizontalen Gentransfer  
erworben wurden. Die Koadaption zwischen Wirt und Erreger stellt somit einen 
dynamischen Prozess dar, der einem großen Selektionsdruck unterliegt. Daher 
ist es nachvollziehbar, dass immer wieder neue Pathovarietäten einer  
Bakterienart auftauchen, die mit der konventionellen mikrobiologischen  
Diagnostik nicht erfasst werden. 
 
Aufgrund der tiefgreifenden Bedeutung der Erkrankung durch EHEC und des 
Fehlens einer kausalen Therapie ist eine genaue Beschreibung des  
Erregerreservoirs, insbesondere der Referenzlisten und Stammauswahlen  
bezüglich der Pathomechanismen, von großer Bedeutung. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit über die  
umfassende Charakterisierung dieser Stämme bezüglich ihres 
Hämolysinbildungsvermögens sowie über die Überprüfung auf potenzielle 
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Virulenzgene mit molekularbiologischen Methoden berichtet wird. Somit wird ein 
detaillierter Einblick in die Pathomechanismen, in die Herkunft und die daraus 
resultierende Verwandtschaft der pathogenen E. coli untereinander möglich. 
Zudem führt die Kenntnis der genetischen Entwicklungsabläufe zu einem 
besseren Verständnis der Pathomechanismen der EHEC. Die Untersuchung 
evolutionärer Prozesse, die zur Entstehung der darmpathogenen E. coli geführt 
haben und ihre Virulenz modifizieren, trägt mit dazu bei, neue diagnostische 
Methoden und Therapiemöglichkeiten zu entwickeln. Zahlreiche weitere 
pathogenetische Aspekte der darmpathogenen E. coli-Infektionen bedürfen 
jedoch auch zukünftiger konzentrierter Forschungsanstrengungen, um EHEC-
spezifische Gene finden und somit eine wirksame Prophylaxe und kausale 




Vom harmlosen Bakterium Escherichia coli gibt es pathogene Varianten, die 
eine Vielzahl von Erkrankungen, wie Harnwegsinfektionen, Wundinfekte und 
Darminfektionen, verursachen. Die genetische Ausstattung der infizierenden  
E. coli-Stämme mit Virulenzgenen bedingt deren Pathogenität. 
In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 150 E. coli-Stämme aus zwei 
internationalen Referenzsammlungen (E. coli Reference Collection, ECOR und 
die Diarrheagenic E. coli Collection, DEC) auf das Vorkommen von potentiellen 
Pathogenitätsdeterminanten untersucht. Die Sammlung ECOR umfasst 72  
E. coli-Stämme, die aus der Umwelt isoliert wurden und als nicht 
enteropathogen gelten. Die ECOR-Isolate repräsentieren das gesamte 
phylogenetische Spektrum der Spezies E. coli. DieDEC-Sammlung hingegen 
enthält ausschließlich darmpathogene E. coli (n=78) mit einem eingeschränkten 
phylogenetischen Umfang. 
Alle Stämme wurden zunächst hinsichtlich der Sekretion von Hämolysinen  
(α-Hämolysin, EHEC-Hämolysin) und der diese Toxine kodierenden Gene  
(α-hly und EHEC-hlyA) untersucht. Anschließend wurde die Verbreitung von 
Shiga Toxin-kodierenden Genen (stx), Intimin-kodierenden Genen (eae) und 
Ureasegenen (ureC) überprüft. Das α-hly-Gen wurde in 10 der 72  
ECOR-Referenzstämme und in 9 der 78 DEC-Stämme nachgewiesen. Das 
EHEC-hlyA-Gen konnte in keinem der ECOR-Stämme aber in 11 der 78  
DEC-Stämme detektiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle Stämme, 
die einen enterohämolytischen bzw. einen α-hämolytischen Phänotyp 
ausprägen auch das entsprechende Strukturgen besitzen. Das stx-Gen wurde 
in einem ECOR-Stamm (ECOR-33, O7:H21), der aus einer Kotprobe von einem 
gesunden Schaf stammt und in 17 DEC-Isolaten identifiziert. Das eae-Gen, ein 
weiterer Virulenzmarker darmpathogener E. coli, wurde in 3 ECOR-Stämmen 
und in 55 DEC-Stämmen gefunden. Während das Markergen ureC in keinem 
der ECOR-Stämme auftauchte, war es in 17 DEC-Stämmen präsent. 
Die Ergebnisse zeigen, dass potentielle Virulenzgene darmpathogener E. coli, 
wie eae und stx, in den bisher als apathogen angesehenen ECOR-Stämmen 
  46
vorkommen. Die als positiv befundenen ECOR-Stämme stellen somit ein 
generelles Risikopotential dar.  
Des Weiteren zeigt die Studie das Vorkommen von Virulenzgenen in 
phylogenetisch weit voneinander entfernten E. coli-Stämmen. Virulenzgene 
wurden offensichtlich durch einen horizontalen Transfer auf apathogene 
Stämme übertragen. Ausgehend von diesen überraschenden Befunden sollten 
weitere, generell als apathogen angesehene Stammsammlungen hinsichtlich 
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A/E  attachment/effacement 
bp  Basenpaare 
CT-(SMAC)  Cefixim-Tellurit-Sorbitol-McConkey-Agar 
DAEC  diffus-adhärente Escherichia coli 
DEC  diarrheagenic Escherichia coli 
eae  Escherichia coli attachment effacement, Intimin Gen 
EAEC  Enteroaggregative Escherichia coli 
EaggEC  Enteroaggregative Escherichia coli 
ECOR  Escherichia coli standard reference 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EHEC  enterohämorrhagische Escherichia coli 
E-hly  EHEC Hämolysin Gen 
α-hly  Escherichia coli α-Hämolysin Gen 
EIEC  Enteroinvasive Escherichia coli 
EPEC  enteropathogene Escherichia coli 
EspP  extracellular serine protease, plasmid-encoded 
ETEC  Enterotoxische Escherichia coli 
Gb3  Globotriaosylceramid 
HC  Hämorrhagische Colitis 
HUS  hämolytisch-urämisches Syndrom 
KatP  Katalase/Peroxidase 
LDH  Laktatdehydrogenase 
LEE  locus of enterocyte effacement 
PCR  polymerase chain reaction 
PFGE  Pulsfeldgelelektrophorese 
SF  Sorbitol-fermentierend 
(SMAC)  Sorbitol-MacConkey-Agar 
Stx  Shiga Toxin 
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